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RESUMO

As propolis das abelhas sem ferrdo sdo menos estudadas que as propolis das abelhas
europeias (Apis mellifera). Assim, os objetivos deste estudo foram determinar a
atividade antibacteriana e as caracteristicas fisico-quimicas de extratos de propolis
(EP) de abelhas sem ferrdo nativas do Brasil: tubuna (Scaptotrigona bipunctata) e bora
(Tetragona clavipes). O EP de tubuna foi obtido em um meliponario no Rio Grande do
Sul e 0 EP de bora em um meliponério no Distrito Federal. A atividade antibacteriana
foi verificada por determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e ensaio de difusdo em disco. A atividade
antioxidante foi avaliada através da reducdo dos radicais 1,1-difenil-2-
picrilhidrazil (DPPH) e &cido 2,2'-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS).
Também foi determinado o teor de compostos fendlicos das amostras. Nos resultados,
o EP de bora apresentou halos de inibicdo de 25,0-30,3 mm para as bactérias B.
cereus, S. aureus e S. mutans, enquanto o EP de tubuna ndo formou halo de inibicdo
bacteriana. Para as bactérias gram-positivas, o EP de bora apresentou menores
valores de CIM e CBM (CBM de 0,002 mg/mL para B. cereus, 0,08 mg/mL para S.
aureus e de 0,06 mg/mL para S. mutans) em relacdo ao EP de tubuna (CBM de 0,06
mg/mL para B. cereus, 0,50 mg/mL para S. aureus e 0,80 mg/mL para S. mutans).
Para K. pneumoniae os EP de tubuna e bora obtiveram mesmo valor de CBM de 0,3
mg/mL. E para S. enterica o EP de bora apresentou CBM de 0,2 mg/mL e o EP de
tubuna CBM de 0,5 mg/mL. O teor de compostos fenélicos do EP de bora foi de 2,66%,
enquanto o EP de tubuna ndo apresentou compostos fendlicos na metodologia
testada. O EP de bora apresentou atividade antioxidante (424,02 mM/mg TEAC para
ABTS e 162,53 mM/mg TEAC para DPPH) muito superior ao EP de tubuna (0,54
mM/mg TEAC para ABTS e 0,47 mM/mg TEAC para DPPH). Embora os dois extratos
de prépolis desse estudo tenham apresentado atividade bactericida, assim como
atividade antioxidante, pode-se concluir que o extrato de propolis de bora foi superior
ao extrato de propolis de tubuna tanto em atividade antimicrobiana quanto em
atividade antioxidante. As propolis produzidas por essas diferentes espécies de
abelhas nativas exibem propriedades biol6gicas diferentes dependendo da
localizacdo geografica onde as abelhas coletam os compostos para produgcdo da
prépolis.

Palavras-chave: abelhas sem ferrdo, meliponideos, proépolis, atividade

antimicrobiana, atividade antioxidante.



ABSTRACT

Stingless bee propolis is less studied than European bee propolis (Apis mellifera).
Thus, the objectives of this study were to determine the antibacterial activity and
physicochemical characteristics of propolis extracts (PE) from stingless bees native to
Brazil: tubuna (Scaptotrigona bipunctata) and bora (Tetragona clavipes). Tubuna's PE
was obtained in in Rio Grande do Sul and bora's PE in the Federal District. The
antibacterial activity was verified by determining the Minimum Bactericidal
Concentration (MBC), Minimum Inhibitory Concentration (MIC) and disk diffusion
assay. The antioxidant activity was evaluated through the reduction of 1,1-diphenyl-2-
picrylhydrazyl (DPPH) and 2,2'-azinobis-3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid
(ABTS) radicals. The content of phenolic compounds in the samples was also
determined. In the results, the PE from bord showed inhibition halos of 25.0-30.3 mm
for the bacteria B. cereus, S. aureus and S. mutans, while the PE from tubuna did not
form a bacterial inhibition halo. For gram-positive bacteria, the PE of bora showed
lower values of MIC and MBC (MBC of 0.002 mg/mL for B. cereus, 0.08 mg/mL for S.
aureus and 0.06 mg/mL for S. mutans) versus tubuna PE (0.06 mg/mL CBM for B.
cereus, 0.50 mg/mL for S. aureus and 0.80 mg/mL for S. mutans). For K. pneumoniae,
the PE from tubuna and boré obtained the same MBC value of 0.3 mg/mL and for S.
enterica the PE of bora presented CBM of 0.2 mg/mL and the PE of tubuna CBM of
0.5 mg/mL. The content of phenolic compounds in PE from bora was 2.66%, while PE
from tubuna did not present phenolic compounds in the tested methodology. Bora PE
showed antioxidant activity (424.02 mM/mg TEAC for ABTS and 162.53 mM/mg TEAC
for DPPH) much higher than tubuna PE (0.54 mM/mg TEAC for ABTS and 0.47 mM/
mg TEAC for DPPH). Although the two propolis extracts in this study showed
bactericidal activity, as well as antioxidant activity, it can be concluded that the bora
propolis extract was superior to the tubuna propolis extract in both antimicrobial and
antioxidant activity. The propolis produced by these different species of native bees
exhibit different biological properties depending on the geographic location where the
bees collect the compounds for propolis production.

Keywords: stingless bees, Meliponini, propolis, antimicrobial activity, antioxidant
activity.
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1 INTRODUCAO

As abelhas sem ferrdo, também conhecidas como meliponideos, sdo um dos
grupos mais abundantes e diversificados em termos de comportamento e morfologia
das abelhas e sdo encontradas nas é&reas tropicais e subtropicais do mundo.
Recentemente, a producdo de mel de abelhas sem ferrdo vem crescendo, pois essas
abelhas ndo possuem um comportamento agressivo, quando comparadas com as
abelhas europeias (Apis mellifera). As abelhas sem ferrdo também desempenham um
papel significativo no ecossistema, devido ao seu papel polinizador (ISIDOROV et al.,
2022; PICCININI et al., 2021; ROZMAN et al., 2022).

No Brasil, a espécie de abelha sem ferrdo Tetragona clavipes, também
conhecida popularmente como bora, derivado do termo "hebora”, que no idioma tupi
significa "o que ha de ter (mel)", é encontrada em quase todo territério brasileiro, é
caracterizada por populagdo numerosa e de grande interesse para producao de mel
(DUARTE, 2012). O orificio de entrada dos ninhos, Unico para cada colonia é
construido com resina endurecida e propolis escura (NOGUEIRA et al., 2022).

A espécie de abelha sem ferrdo Scaptotrigona bipunctata, conhecida
popularmente como tubuna, esta presente em trés biomas brasileiros (Pampa, Mata
Atlantica e Pantanal) (PICCININI et al., 2021) e é produtora de mel e prépolis (NISHIO
et al., 2016). Os ninhos das abelhas tubuna apresentam como caracteristica
marcante, uma unica entrada composta por resinas e prépolis em forma de funil e
todas as fendas dos ninhos sao cobertas por propolis (FIANCO et al., 2013).

Como destacam alguns autores:

A prépolis € um produto apicola muito utilizado como medicamento, pois
exibe muitas propriedades biolégicas, incluindo atividades antimicrobiana,
antioxidante e anti-inflamatoria. A prépolis € uma mistura de cera, saliva de
abelha e compostos resinosos que as abelhas coletam da vegetacéo. Esses
compostos respondem pelos efeitos bioldégicos de prépolis. As abelhas
produzem prépolis porque precisam selar e proteger seus ninhos contra
intrusos. Como as abelhas coletam compostos resinosos de diferentes fontes
vegetais, existem diversos tipos de propolis, e a atividade da propolis
depende de seus constituintes (PAZIN et al., 2017; ROZMAN et al., 2022).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. A meliponicultora no Brasil

Os meliponideos (Meliponini) sdo as espécies de abelhas conhecidas
popularmente como abelhas indigenas “sem ferrao”, por possuirem o ferrdo atrofiado
(vestigial), perdendo a capacidade de ferroar. Os meliponideos encontram-se
distribuidos nas regides tropicais e subtropicais do mundo e no Brasil sdo registradas
245 espécies de abelhas-sem-ferrdo (OLIVEIRA et al., 2013; SANTOS et al., 2021).
A importancia dessas abelhas na preservacdo ambiental € indiscutivel, pois séo
responsaveis pela polinizacdo de 30% das espécies da Caatinga e Pantanal e até
90% das espécies da Mata Atlantica (PEREIRA et al., 2017):

Ha séculos a meliponicultura (criacdo racional das abelhas-sem-ferrdo) vem
sendo praticada no continente americano. No Brasil, a atividade vem
ganhando maior divulgag&o nos ultimos 10 anos, e ao longo desse tempo,
vem cativando muitos praticantes. De facil manejo e sem interferir no tempo
a ser dedicado as demais atividades agropecuarias, a meliponicultura é
classificada como uma atividade promotora de sustentabilidade. Além do mel,
outros produtos das abelhas-sem-ferrdo, como prépolis, pélen e cera,
apresentam grande potencial como alternativa para auxiliar no sustento em
pequenas propriedades rurais (OLIVEIRA et al., 2013; PEREIRA et al., 2017,
SANTOS et al., 2021).

2.2. Scaptotrigona bipunctata e Tetragona clavipes

A abelha tubuna (Scaptotrigona bipunctata) é uma espécie bem distribuida no
territorio brasileiro, sendo encontrada em Minas Gerais, no Rio Grande do Sul, em
Sao Paulo, no Parand e em Santa Catarina. A abelha tubuna também €& conhecida
como abelha canudo devido a entrada de sua col6nia ser em formato de funil. Suas
colonias sdo bastante populosas e seus ninhos sdo encontrados em cavidades pre-
existentes em troncos de arvores. Seu corpo apresenta cabecga, torax e abdémen
pretos com aspecto brilhoso e mede 7 milimetros de comprimento (FIANCO et al.,
2013; PICCININI et al., 2021) (Figura 1).



Figura 1 — Ninho de abelha tubuna.

A abelha boré (Tetragona clavipes) € encontrada no Acre, no Amazonas, no

Amapa, na Bahia, no Espirito Santo, em Goias, no Maranhdo, em Minas Gerais, no
Mato Grosso do Sul, no Mato Grosso, no Para, no Parang, no Rio de Janeiro e em
Sao Paulo. Seu corpo é alongando e mede por volta de 10 milimetros de comprimento.
E muito parecida com a abelha jatai, por isto em certas regides é chamada de jataizao,
por ser maior que a abelha jatai. Suas coldénias tém um numero muito alto de
individuos, em média de 7 mil individuos. Tem preferéncia por fazer ninhos em partes
ocas de arvores vivas e a entrada da colénia é eliptica na maioria das vezes,
parecendo uma fenda (DUARTE, 2012; NOGUEIRA et al., 2022) (Figura 2).



Figura 2 — Ninho de ablha b‘oAré .

l“‘& '(" : ‘

Fonte: BioDiversity4All (2023)

Os géneros Scaptotrigona e Tetragona produzem prépolis bruta e de acordo
com Villa-Bbdas (2018) as etapas de beneficiamento da prépolis sdo equivalentes as
das propolis das abelhas Apis para a obtencéo do extrato de propolis. Sendo assim,
pode-se ter como base as diretrizes gerais da IN n° 3/2001 (BRASIL, 2001), onde o
extrato de propolis deve ter, no minimo, 11% de extrato seco, ou seja, 110 gramas de

matéria-prima para preparar 1 litro de infusao.

Ainda nao hé legislagdo especifica para os extratos de prépolis das abelhas
nativas, porém com base em algumas publica¢cdes cientificas que ja testaram
a acao de extratos de propolis de abelhas nativas, é possivel afirmar que essa
referéncia de 11% se aplica bem a prépolis de abelhas sem ferrdo (VILLAS-
BOAS, 2018).

2.3. Atividade antimicrobiana e antioxidante das propolis das abelhas sem ferréo

A investigacdo de produtos naturais com atividade antimicrobiana tem atraido
o interesse de muitos pesquisadores, motivados pelo aumento da resisténcia
bacteriana as drogas antimicrobianas tradicionais (SFORCIN, 2016). Apesar das
prépolis das abelhas sem ferrdo serem menos estudadas que as prépolis das abelhas
europeias (Apis mellifera), j& existem varios estudos na literatura mostrando as
atividades biologicas das propolis das abelhas sem ferréo.

Foi reportado por Torres et al. (2018), que os extratos de propolis de mandacaia
(Melipona quadrifasciata) e jatai (Tetragonisca angustula) inibiram o crescimento dos
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microrganismos testados (S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212, E. coli
ATCC 25922, e K. pneumoniae ATCC 23883), sendo que o extrato de propolis de
mandacaia mostrou atividade antimicrobiana mais forte. J& Santos et al. (2017)
reportaram que os extratos de prépolis de manduri (Melipona orbignyi) apresentaram
atividade bactericida e fungicida contra todos os microrganismos avaliados (S. aureus,
E. faecalis, E. coli, P. aeruginosa, C. neoformans e C. albicans).

Cunha et al. (2013) observaram que o extrato de prépolis produzido pela abelha
urucu (Melipona scutellaris) inibiu o crescimento das bactérias S. aureus e S. mutans
em baixas concentracdes, enquanto a inibicdo das bactérias E. faecalis e Actinomyces
naeslundii necessitaram de concentracdes maiores da propolis. O extrato de propolis
da abelha urucu também diminuiu a formacdo de biofilmes de S. mutans, sendo
considerado promissor para controlar a formacao de biofilmes causados por essa
bactéria.

A propolis produzida pela abelha mirim ou jatai amarela (Tetragonisca fiebrigi)
teve atividade antibacteriana contra S. aureus, S. epidermidis, E. faecalis, K.
pneumonie, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, Candida glabrata e C. albicans. Foi
observada maior atividade contra bactérias gram-positivas do que contra bactérias
gram-negativas (Campos et al., 2015). Surek et al. (2021) também obtiveram melhores
resultados de atividade antimicrobiana para bactérias gram-positivas (S. aureus e E.
faecalis) em relacdo a bactérias gram-negativas (K. pneumonie, P. aeruginosa e E.
coli) em testes com extratos de propolis de mandacaia (Melipona quadrifasciata) e

tubuna (Scaptotrigona bipunctata).

A oxidacao oriunda de processos metabolicos e fisiolégicos decorrentes de
reacdes bioguimicas e da cadeia respiratéria no nosso organismo produz
radicais livres que se apresentam, principalmente, na forma de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio. A oxidacao faz parte do metabolismo celular
e, por essa razao, os radicais livres sao produzidos naturalmente. Porém, um
desequilibrio a favor destes radicais livres diante dos mecanismos
antioxidantes dos sistemas biolégicos gera uma condicdo de estresse
oxidativo, que esta associado a patogénese de muitas doencas, como cancer,
aterosclerose, diabetes mellitus e doencas degenerativas (KUREK-
GORECKA et al., 2014).

O crescente interesse de pesquisadores em busca de compostos antioxidantes,

incluindo os de origem natural, esta relacionado ao efeito benéfico dessas substancias



para o organismo. Bonamigo et al. (2017) relataram que a propolis produzida por
mandacaia (Melipona quadrifasciata) e pela abelha canudo (Scaptotrigona depilis)
exerceram atividade antioxidante nos ensaios de DPPH e ABTS, e protegeram 0s
eritrécitos humanos contra a peroxidacao lipidica, sendo este efeito demonstrado por
sua atividade anti-hemolitica. Pazin et al. (2017) investigaram trés propolis de abelhas
sem ferrdo: mandacaia (Melipona quadrifasciata), bora (Tetragona clavipes) e tubi
(Scaptotrigona spp.), e usando o método de ensaio DPPH, os resultados mostraram
que o extrato de propolis de mandacaia apresentou a maior atividade antioxidante.

A amostra de propolis produzida pela abelha mirim ou jatai amarela
(Tetragonisca fiebrigi), contendo compostos fendlicos, alcool e terpenos, apresentou
atividade antioxidante, evidenciada pela eliminacdo de radicais livres (ABTS), e
inibicdo da lise de hemacias incubadas com um agente oxidante (CAMPOS et al.,
2015). Da mesma forma, a propolis produzida por manduri (Melipona orbignyi)
também apresentou atividade antioxidante, eliminando radicais livres e inibindo a

hemdlise e a peroxidacao lipidica em eritrécitos humanos (CAMPOS et al., 2014).



3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Os objetivos dessa pesquisa foram determinar a atividade antimicrobiana e
caracteristicas fisico-quimicas de extratos de prépolis das abelhas sem ferrdo bora

(Tetragona clavipes) e tubuna (Scaptotrigona bipunctata).

3.2. Objetivos especificos

e Realizar estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de proépolis
empregando ensaio de difusdo em disco,

e Determinar a Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e a Concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) dos extratos de propolis,

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos de prépolis.



4 JUSTIFICATIVA

Mais de 200 espécies de abelhas sem ferrdo habitam o Brasil e a prépolis
produzida por essas diferentes espécies de abelhas nativas exibe propriedades
bioldgicas diferentes dependendo da localizacdo geografica onde as abelhas coletam
0s compostos para producao da propolis (PAZIN et al., 2017). As propolis das abelhas
nativas sem ferrdo sdo menos estudadas que as propolis das abelhas europeias (Apis
mellifera), como por exemplo, a prépolis verde brasileira. Assim, este estudo buscou
analisar os extratos de propolis das abelhas sem ferrdo bora e tubuna obtidos em
meliponarios do Distrito Federal e Rio Grande do Sul para elucidar melhor as

caracteristicas fisico-quimicas e atividades antimicrobianas dessas propolis.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1. Obtencao dos extratos de propolis

As amostras da propolis foram obtidas em meliponérios localizados no Distrito
Federal (Tetragona clavipes, bora) e Rio Grande do Sul (Scaptotrigona bipunctata,

tubuna).

5.2. Preparo dos indculos

Os indculos utilizados foram cepas de bactérias: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus ATCC 14579, Streptococcus mutans ATCC 25175, Escherichia
coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-17-06, Salmonella enterica
ATCC 14028 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853. Os indculos foram
preparados através de suspensao direta do crescimento microbiano em caldo Luria
Bertani (caldo LB) com turvacéo equivalente a 0,5 da escala de Mc Farland (1,0x108
UFC/mL) sendo ajustada entre 0,08 — 0,10 de densidade Optica a 625 nm em
espectrofotometro.

5.3. Estudo da atividade antimicrobiana dos extratos de prépolis por ensaio de

difusdo em disco

O método de ensaio de difusdo em disco foi realizado para as bactérias gram-
positivas utilizando protocolo recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2012). Para realizar o ensaio de difusdo em disco, com o auxilio de
alca de Drigalsky, o indculo microbiano foi semeado na superficie de uma placa de
agar Muller-Hinton, até a obtencdo de um esfregaco uniforme.

ApOs a secagem do indculo, foram aplicados discos de papel de filtro
impregnados com 20 uL dos extratos de propolis. Os testes foram realizados em
duplicata e as leituras foram realizadas apos 24 horas de incubagéo a 37°C, por meio

da medig&o dos halos de inibigcdo do crescimento em milimetros de diametro.



5.4. Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) e da

Concentracdao Inibitoria Minima (CIM) dos extratos de prépolis

Foram realizadas diluicdes em caldo LB das culturas na concentracéo de 0,5
na escala de Mc Farland na ordem de 1:150, resultando em uma concentracdo de
1,0x10% UFC/mL. Os extratos de prépolis foram diluidos em caldo LB em diferentes
concentracbes. Entdo, adicionou-se em tubos estéreis 0,2 mL do in6culo na
concentracéo de 1,0x10° UFC/mL e 0,2 mL das diferentes concentragées de extratos
de prépolis, resultando em uma concentracéo final de bactérias de 5,0 x10° UFC/mL.

Como controle positivo (com crescimento das bactérias) foi utilizado 0,2 mL do
inéculo na concentracédo de 1,0x108 UFC/mL e 0,2 mL de caldo LB. Como controle
negativo (inibicdo do crescimento das bactérias) foi utilizado 0,2 mL de caldo LB e 0,2
mL de extrato de prépolis. Os testes foram realizados em duplicata.

Os tubos foram incubados a 37°C por 18 horas e entdo as diluicbes foram
plagueadas em agar Miller-Hinton e incubadas a 37°C por 18-24 horas e a CBM foi
determinada na menor concentracdo dos extratos de propolis onde nao foram
observadas colbnias nas placas.

A metodologia para a determinac¢do da CIM foi modificada de acordo com
Ristivojevi¢ et al. (2018). Apds o periodo de incubacéo das diferentes diluicdes do
agente antimicrobiano com o indculo bacteriano, o método colorimétrico da resazurina
sédica 0,01% foi utilizado, aplicando-se 20 uL da solucéo de resazurina em 100 uL de
cada teste, para realizacdo da leitura visual dos resultados, em que a cor azul
caracterizou a inatividade bacteriana e a cor rosa o crescimento das bactérias.

Portanto a CIM foi definida como a menor concentracdo dos extratos de
prépolis que inibiram o crescimento microbiano e apresentaram cor azul na presenca
da resazurina. A resazurina é um indicador de 6xido-reducdo usado na avaliagdo da
viabilidade celular. Esse reagente apresenta cor azul e se torna rosa e fluorescente
guando reduzido a resorufina pelas enzimas oxido-redutases presentes nas células
vivas (RISTIVOJEVIC et al., 2018).
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5.5. Caracterizacao fisico-quimica de identidade e qualidade dos extratos de

prépolis

As amostras foram colocadas em cadinhos (previamente secos e pesados) e
mantidas em estufa a 105°C até se obter peso constante, sendo determinado o teor
de extrato seco (IAL, 2008). Os compostos fendlicos totais foram determinados pelo
método de Folin-Denis (FOLIN & DENIS, 1912). A atividade antioxidante in vitro foi
determinada pelos métodos de reducdo dos radicais: acido 2,2'-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS) conforme RUFINO et al. (2007a), com
modifica¢des e,1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), conforme RUFINO et al. (2007b),

com modificagdes.

5.6. Analises estatisticas

Os resultados foram expressos como média de andlises em duplicata. O valor
de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA nao pareado e quando as
médias foram significativamente diferentes a p < 0,05, o teste de Tukey foi usado para
comparacdo das médias. Os dados foram analisados com uso do software
STATISTICA®, verséo 10.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A tabela 1 apresenta os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos de
propolis por ensaio de difusdo em disco para as bactérias gram-positivas. O extrato
de propolis de abelha bora apresentou halos de inibicdo de 25,0-30,3 mm para as

bactérias B. cereus, S. aureus e S. mutans.

TABELA 1. Ensaio de disco-difusdo dos extratos de prépolis

Bactérias Gram-positivas Extratos de propolis
BPW TU
B. cereus 30,3+0,07 a N
S. aureus 26,2+0,01 b N
S. mutans 25,0+0,14 b N

Fonte: Autoria propria. BPW = extrato de prépolis de abelha (Tetragona clavipes) do Distrito Federal,
TU = extrato de prépolis de abelha tubuna (Scaptotrigona bipunctata) do Rio Grande do Sul. N = ndo
houve halo de inibicdo microbiana. Os resultados foram expressos como médias dos didmetros dos
halos (mm) + desvio padréo de trés repeticbes. As médias na mesma coluna com letras distintas
apresentam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) de acordo com o teste de Tukey.

Os resultados obtidos para o extrato de propolis de abelha bora, podem ser
comparados com estudos que usaram extratos de propolis de abelha Apis mellifera.
Erturk et al. (2016) relataram que o extrato de prépolis da Turquia apresentou halo de
inibicdo de 16 mm para S. aureus ATCC 6538, 15 mm para B. cereus ATCC 11778 e
20 mm para S. mutans RSHE 676. Nascimento et al. (2018) observaram que a
atividade antibacteriana dos extratos de prépolis marrom e vermelho, utilizando
técnica de disco-difusdo, mostraram halos de inibicdo de 16-25 mm para S. aureus
ATCC 25923.

No presente estudo, o extrato de prépolis de abelha tubuna ndo apresentou
halo de inibicdo para as bactérias testadas. Resultados similares foram reportados por
Santos (2023), onde os 2 extratos de propolis de abelha jatai (Tetragonisca angustula)
testados ndo formaram halo de inibicdo bacteriana.
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A tabela 2 apresenta os resultados de CIM e CBM dos extratos de propolis.
Para as bactérias gram-positivas, 0 extrato de prépolis de abelha Bora apresentou

menores valores de CIM e CBM em relacéo ao extrato de propolis de abelha Tubuna.

TABELA 2. Determinacado da concentracdo inibitéria minima (CIM) e da
concentracao bactericida minima (CBM) dos extratos de propolis

Extratos de propolis

BPW TU
Cepas CIM CBM CIM CBM
mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
Bactérias Gram-positivas
B. cereus <0,001 a 0,002 b 0,06 c 0,06 c
S. aureus 0,003 a 0,08 b 0,20 c 0,50d
S. mutans 0,007 a 0,06 b 0,20 c 0,80 d

Bactérias Gram-negativas

E. coli 0,10 a 0,30 b 0,15c 0,30 b

K. pneumoniae 0,20 a 0,30 b 0,20 a 0,30 b
S. enterica 0,15a 0,20 b 0,15a 0,50 c
P. aeruginosa <0,05 a 0,25b 0,10 c 0,30d

Fonte: Autoria propria. BPW = extrato de prépolis de abelha bora (Tetragona clavipes) do Distrito
Federal; TU = extrato de prépolis de abelha tubuna (Scaptotrigona bipunctata) do Rio Grande do Sul.
O valor de p calculado foi obtido por meio do teste de ANOVA nao pareado. As médias na mesma
linha com letras diferentes séo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de

Tukey.

Isidorov et al. (2022) analisaram o extrato de prépolis de abelha bora
(Tetragona clavipes) proveniente da Argentina e reportaram valores de CIM de 0,03
mg/mL para S. aureus, 0,13 para E. coli e 0,50 mg/mL para P. aeruginosa. E os valores
de CBM foram de 0,13 mg/mL para S. aureus, 0,50 para E. coli e >2,00 mg/mL para
P. aeruginosa. Surek et al. (2022) reportaram valores de CIM para S. aureus maiores
gue 1,00 mg/mL para o extrato de prépolis de abelha tubuna proveniente do estado
do Paranda, enquanto os extratos de propolis das abelhas sem ferrdo mandacaia e
mirim apresentaram CIM de 0,25 mg/mL para S. aureus.
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Assim, os estudos da literatura também encontraram maior atividade
antimicrobiana para o extrato de propolis de abelha bora em comparacdo com o
extrato de propolis de abelha tubuna. Surek et al. (2022) reportaram que as amostras
de prépolis de tubuna, mandacaia e mirim apresentaram diversas e complexas
composi¢cdes quimicas e, que além da fonte botanica das prépolis, as espécies de
abelhas foram possiveis fatores determinantes da atividade antimicrobiana.

Outra importante observagdo no nosso estudo é que para o extrato de prépolis
de abelha bora, os valores de CIM e CBM das bactérias gram-positivas foram menores
guando comparados aos valores das bactérias gram-negativas. Surek et al. (2022)
relataram que nenhum dos extratos de propolis avaliados (tubuna, mandacaia e mirim)
foi eficaz contra as bactérias gram-negativas avaliadas (E. coli, K. pneumoniae e P.
aeruginosa), com valores CIM > 1,0 mg/mL. Enquanto os extratos de prépolis de
mandacaia e mirim apresentaram efeito antibacteriano contra as bactérias gram-
positivas testadas (S. aureus e E. faecalis). Esses resultados estdo de acordo com o0s
relatados na literatura, que demonstram que extratos de propolis tanto de abelhas
europeias quanto de abelhas sem ferrdo tém maior atividade contra bactérias gram-
positivas do que gram-negativas (PRZYBYLEK e KARPINSKI, 2019).

A tabela 3 apresenta as andlises de extrato seco, compostos fendlicos e
atividade antioxidante dos extratos de prépolis. A quantificacdo do extrato seco
consiste na porcentagem seca de solidos dissolvidos nos extratos de prépolis, sendo
um dos parametros de qualidade estabelecidos pelo Regulamento Técnico de
Identidade e Qualidade do Extrato de Propolis, com um valor minimo de 11% (m/v)
(BRASIL, 2001). A concentracdo de extrato seco de 11% indica que o extrato foi
elaborado com no minimo 30% (p/v) de prépolis in natura. A porcentagem de extrato
seco das amostras deste estudo variou de 24,07 a 29,56% e, portanto, se enquadraram
nos parametros da legislagéo.

No presente estudo, o teor de compostos fendlicos do extrato de prépolis de
abelha bora foi de 2,66%, enquanto o extrato de propolis de abelha tubuna né&o
apresentou compostos fenolicos na metodologia testada. Resultados similares foram
reportados por Santos (2023), onde os 2 extratos de propolis de abelha jatai
(Tetragonisca angustula) testados ndo apresentaram compostos fenélicos. Pazin et
al. (2017) reportaram valor de compostos fendlicos de 1,25% para o extrato de propolis
de abelha bora proveniente do estado de S&o Paulo. Piccinini et al. (2021) observaram
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valor de 0,95% de compostos fendlicos no extrato de propolis de abelha tubuna

proveniente da cidade de Gravatai — Rio Grande do Sul.

TABELA 3. Analises fisico-quimicas dos extratos de propolis

Extratos de propolis

Analises 5B =G
Extrato Seco (% m/v) 29,56+0,27 24,07+£0,14
Compostos Fendlicos (% m/m) 2,66%0,01 N
TEACasTts (MM/mg) 424.02+12,73 a 0,54+0,03 b
TEACopppH (MM/MmQ) 162,53+36,41 a 0,47+0,12 b

Fonte: Autoria propria. BPW = extrato de prépolis de abelha bora (Tetragona clavipes) do Distrito
Federal; TU = extrato de prépolis de abelha tubuna (Scaptotrigona bipunctata) do Rio Grande do Sul.
N = ndo foi possivel realizar método de quantificacdo. Atividade antioxidante em equivalente em
Trolox (TEAC), expressa em milimolar por miligrama de amostra (mM/mg). Os resultados foram
expressos como média de analises em triplicata + desvio padrdo. As médias ha mesma coluna com

letras diferentes séo significativamente diferentes a p<0,05 de acordo com o teste de Tukey.

No presente estudo, o extrato de propolis de abelha bora apresentou atividade
antioxidante (424,02 mM/mg TEAC para ABTS e 162,53 mM/mg TEAC para DPPH)
muito superior ao extrato de prépolis de abelha tubuna (0,54 mM/mg TEAC para ABTS
e 0,47 mM/mg TEAC para DPPH). Resultados similares foram reportados por Santos
(2023), onde os 2 extratos de prépolis de abelha jatai apresentaram menor atividade
antioxidante quando comparadas aos extratos de prépolis de abelha mandacaia.
Assim, Santos (2023) relatou que o extrato de prépolis de mandacaia do Rio Grande
do Sul obteve concentracdo de compostos fendlicos (2,56%) e atividade antioxidante
(148,20 mM/mg para ABTS e 71,28 mM/mg para DPPH), e tais resultados foram
parecidos com o extrato de prépolis de abelha bora. Muitos estudos apresentaram
uma correlagdo positiva entre a quantidade de compostos fendlicos e a atividade
antioxidante dos extratos de prépolis (ANDRADE et al., 2017; BITTENCOURT et al.,
2015; CASTRO e SALGUEIRO, 2016).
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7 CONCLUSAO

Embora os dois extratos de propolis desse estudo tenham apresentado
atividade bactericida, assim como atividade antioxidante, pode-se concluir que o
extrato de propolis de bora foi superior ao extrato de propolis de tubuna tanto em
atividade antimicrobiana quanto em atividade antioxidante. As prépolis produzidas por
essas diferentes espécies de abelhas nativas exibem propriedades biologicas
diferentes dependendo da localizacdo geografica onde as abelhas coletam os

compostos para a producédo das propolis.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Atividade antimicrobiana por ensaio de difuséo em disco

ANEXO 1.1 - Imagens das placas com Staphylococcus aureus ATCC 25923 nos

ensaios de atividade antimicrobiana por difusdo em disco

ANEXO 1.2 — Imagens das placas com Bacillus cereus ATCC 14579 nos ensaios

de atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de prépolis
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ANEXO 1.3 — Imagens das placas com Streptococcus mutans ATCC 25175 nos

ensaios de atividade antimicrobiana por difusdo em disco dos extratos de
propolis
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ANEXO 2 — CBM das bactérias Gram-positivas

ANEXO 2.1 —Imagem das placas com Staphylococcus aureus ATCC 25923 ap0s
tratamento com diferentes diluigcdes do extrato de propolis BPW: 1- 0,10 mg/mL;
2- 0,08 mg/mL; 3- 0,06 mg/mL; 4- 0,05 mg/mL; 5- 0,03 mg/mL; (+) = controle
positivo

ANEXO 2.2 —Imagem das placas com Staphylococcus aureus ATCC 25923 ap0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80 mg/mL,;
2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,20 mg/mL; 5- 0,10 mg/mL; (+) = controle
positivo
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ANEXO 2.3 - Imagem das placas com Bacillus cereus ATCC 14579 apoés
tratamento com diferentes diluices do extrato de prépolis BPW: 1- 10ug/mL; 2-
7ug/mL; 3- 5pg/mL; 4- 4pg/mL; 5- 3 ug/mL; 6- 2,5 ug/mL; 7- 2 ug/mL; 8- 1,5 pg/mL;
9- 1,25 pg/mL; 10- 1 pg/mL; (+) = controle positivo

ANEXO 2.4 - Imagem das placas com Bacillus cereus ATCC 14579 apés
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,15 mg/mL,;
2- 0,10 mg/mL; 3- 0,06 mg/mL; 4- 0,03 mg/mL; 5- 0,02 mg/mL; (+) = controle
positivo
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ANEXO 2.5 — Imagem das placas com Streptococcus mutans ATCC 25175 apos
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis BPW: 1- 0,08 mg/mL;
2- 0,06 mg/mL; 3- 0,05 mg/mL; 4- 0,03 mg/mL, (+) = controle positivo.

ANEXO 2.6 — Imagem das placas com Streptococcus mutans ATCC 25175 ap6s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80 mg/mL;
2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,20 mg/mL; 5- 0,10 mg/mL; (+) = controle
positivo.
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ANEXO 3 — CBM das bactérias Gram-negativas

ANEXO 3.1 - Imagem das placas com Escherichia coli ATCC 25922 apoés
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis BPW: 1- 0,80 mg/mL;
2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,05 mg/mL; 5- 0,025 mg/mL; (+) = controle
positivo

ANEXO 3.2 — Imagem das placas com Escherichia coli ATCC 25922 apés
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80 mg/mL,;
2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,05 mg/mL; 5- 0,025 mg/mL; (+) = controle
positivo
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ANEXO 3.3 — Imagem das placas com Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706
apoés tratamento com diferentes diluicdes do extrato de propolis BPW: 1- 0,80
mg/mL; 2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,25 mg/mL; 5- 0,20 mg/mL; (+) =
controle positivo

ANEXO 3.4 — Imagem das placas com Klebisiella pneumoniae ATCC BAA-1706
apoés tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80
mg/mL; 2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,25 mg/mL; 5- 0,20 mg/mL; (+) =
controle positivo
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ANEXO 3.5 — Imagem das placas com Salmonella enterica ATCC 14028 ap0s
tratamento com diferentes diluicBes do extrato de propolis BPW: 1- 0,30mg/mL;
2- 0,20 mg/mL; 3- 0,15mg/mL; 4- 0,10 mg/mL; 5- 0,05 mg/mL

ANEXO 3.6 — Imagem das placas com Salmonella enterica ATCC 14028 ap0s
tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80 mg/mL;
2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,25 mg/mL; 5- 0,20 mg/mL
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ANEXO 3.7 — Imagem das placas com Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
apoés tratamento com diferentes diluicdes do extrato de propolis BPW: 1- 0,80
mg/mL; 2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,25 mg/mL; 5- 0,20 mg/mL

ANEXO 3.8 — Imagem das placas com Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
apoés tratamento com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 1- 0,80
mg/mL; 2- 0,50 mg/mL; 3- 0,30 mg/mL; 4- 0,25 mg/mL; 5- 0,20 mg/mL
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ANEXO 4 — Imagens da determinacéao de CIM em microplacas utilizando a
resazurina como indicador de viabilidade celular. Cor azul = morte celular e cor
e rosa fluorescente = resazurina reduzida a resorufina pelas enzimas 6xido-
redutases presentes nas células vivas
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ANEXO 4.1 — CIM de Staphylococcus aureus ATCC 25923 apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de propolis BPW: 0,03; 0,02; 0,007; 0,005; 0,003;
0,0025; 0,002; 0,0015; 0,00125; 0,001 mg/mL

ANEXO 4.2 — CIM de Staphylococcus aureus ATCC 25923 apds tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de prépolis TU: 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 mg/mL
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ANEXO 4.3 - CIM de Bacillus cereus ATCC 14579 apOs tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de préopolis BPW: 0,01; 0,007; 0,005; 0,004; 0,003;
0,0025; 0,002; 0,0015; 0,00125; 0,001 mg/mL

P ‘I lJ
ANEXO 4.4 — CIM de Bacillus cereus ATCC 14579 apdés tratamento com

diferentes diluicBes do extrato de propolis TU: 0,15; 0,10; 0,06; 0,03; 0,02; 0,01;
0,007; 0,005; 0,004; 0,003 mg/mL
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ANEXO 4.5 - CIM de Streptococcus mutans ATCC 25175 apG4s tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de préopolis BPW: 0,1; 0,08; 0,06; 0,05; 0,03; 0,02;
0,01; 0,007; 0,005; 0,003 mg/mL

ANEXO 4.6 — CIM de Streptococcus mutans ATCC 25175 apds tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de prépolis TU: 0,5; 0,4; 0,3; 0,2; 0,1 mg/mL
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ANEXO 4.7 — CIM de Escherichia coli ATCC 25922 apds tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis BPW: 0,1; 0,08; 0,06; 0,05; 0,03 mg/mL

ANEXO 4.8 — CIM de Escherichia coli ATCC 25922 apds tratamento com
diferentes diluicbes do extrato de propolis TU: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05 mg/mL
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ANEXO 4.9 — CIM de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 apdés tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis BPW: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05
mg/mL

R A s R s

ANEXO 4.10 — CIM de Klebsiella pneumoniae ATCC BAA-1706 ap6s tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05
mg/mL
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ANEXO 4.11 — CIM de Salmonella enterica ATCC 14028 apo6s tratamento com
diferentes diluicdes do extrato de prépolis BPW: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05 mg/mL

ANEXO 4.12 — CIM de Salmonella enterica ATCC 14028 apo6s tratamento com
diferentes dilui¢cbes do extrato de prépolis TU: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05 mg/mL
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ANEXO 4.13 — CIM de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ap0s tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de propolis BPW: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05
mg/mL

ANEXO 4.14 - CIM de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 ap0s tratamento
com diferentes diluicdes do extrato de prépolis TU: 0,3; 0,2; 0,15; 0,10; 0,05
mg/mL

35



ANEXO 5 - Determinacao de compostos fendlicos

Curva Padrdo

10mg(acidotanico) —» 100ml

"

0,2 ml (0,02 mg)

X — 0,4 ml (0,04 mg)

0,6 ml (0,06 mg)
0,8 ml (0,08 mg)

1,0 ml (0,10 mg)

Ex: 10 mg --------- 100 ml
X meeeeeee- 0,2 ml
X =0,02 mg

Concentragao (mg) Absorbancia acido tanico
0,02 0,189
0,04 0,276
0,06 0,376
0,08 0,470
0,10 0,560
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Acido Tanico

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 0,02 0,04

BPW
0,2 mL --- 50 mL
0,4 - 0,253/0,285
0,6 - 0,378/0,409 = 2,53 e 2,81%

0,8 - 0,494/0,490 = 2,67 e 2,65%

y =4,68x + 0,0934
0,378 = 4,68x + 00,0934
0,378 —0,0934/4,68

0,0608 mg

0,06

y =4,68x +0,0934
R*=0,9996

0,08

0,1

0,12
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0,4 ml ------- 50 ml -----mmemm - x (5,06 mg)

0,6 ml ---------- 0,0608 mg

0,2 ml prépolis --------- 5,06 mg FENOLICOS

X = 2530 mg fendlicos/100 g de proépolis (dividir 1000) = 2,53 %
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ANEXO 6 — Determinacao de antioxidantes (ABTS)

Curva padréao de ABTS - Concentracéo Trolox (uM)

Absorbancia Concentracao Trolox (uUM)
1 0,675 50
2 0,598 200
3 0,498 400
4 0,361 600
5 0,204 800
6 0,112 1000
ABTS
08 y =-0,0007x + 0,6548
0.7 R?2=0,9857
0,6 i
§ o5 T
Boal
o] e
30,3 -
< 7T R
I
0,1

0 200 400 600 800 1000 1200

concentragdo Trolox (LM)

BPW (1:800) 0,205 = 514,05mM/mg TEAC

BPW (1:1000) 0,421 = 334,0mM/mg TEAC

Y =-0,0007x + 0,6548
0,205 =-0,0007x + 0,6548

0,0007x = 0,6548 - 0,205
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X =642,57umol de Trolox equivalente-g~ de hidrolisado proteico (Trolox EQ umol-g™1)

Célculo de diluicéo:

642,57 x 800 = 514.057,14 Trolox EQ umol-g™* (divide por 1000) = 514,05 mM/mg
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
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ANEXO 7 — Determinacao de antioxidantes (DPPH)

Curva padrao de DPPH

Absorbancia Concentragao Trolox (uM)

1 0,788 50

2 0,773 100
3 0,700 200
4 0,580 400
5 0,281 800
6 0,152 1000

DPPH

0,9

0,8
0,7

0,6
0,5
0,4
0,3
0,2

0,1

0 200

BPW (1:400) = 0,507 = 1

BPW (1:500) = 0,645 = 136,78

Y =-0,0007x + 0,8364

0,645 =-0,0007x + 0,83

0,0007x = 0,8365 - 0,645

X =273,57umol de Trolox equivalente-mg= de proépolis (Trolox EQ umol-mg™)

y =-0,0007x + 0,8364
R*=0,9984

400 600 800 1000

88,28

64

1200
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Calculo de diluicao:

273,57 x 500 = 136.785,71 Trolox EQ umol-g™* (divide por 1000) = 136,78 mM/mg
TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)
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